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O interesse crescente nos mecanismos moleculares da toxicidade urêmica tem 
incentivado os pesquisadores da área de nefrologia a analisar os efeitos patológicos 
de cada toxina individualmente. Para isso, o monitoramento de suas concentrações 
em diversos amostras biológicas (como soro, plasma, urina ou em células e tecidos) 
torna-se importante para permitir uma avaliação detalhada e mecanística de seus 
efeitos. Além disso, em termos clínicos, a determinação das concentrações das 
toxinas urêmicas em fluidos biológicos poderá ser utilizada para avaliar o efeito de 
intervenções dietéticas ou farmacológicas na função renal. Dados da National Kidney 
Foundation indicam que nos Estados Unidos, Europa e Japão, o número de pacientes 
com doença renal crônica (DRC) tem aumentado nos últimos anos. A Sociedade 
Brasileira de Nefrologia (SBN) divulgou no ano de 2011 que o número de doentes 
renais no Brasil dobrou na última década. Estima-se que no país 10 milhões de 
pessoas apresentam alguma disfunção renal, e destas, de 90 a 100 mil passam por 
diálise (SBN, 2011). A síndrome urêmica é causada pela retenção de metabólitos no 
organismo devido a uma disfunção renal, quando os mesmos deveriam ser eliminados 
através da urina e/ou metabolizados pelos rins. Em pacientes doentes renais crônicos 
é muito comum uma excreção urinária deficiente levando ao acúmulo de toxinas 
urêmicas no plasma, quadro denominado de uremia. A uremia induz disfunção 
endotelial, inflamação e calcificação vascular, além de estresse oxidativo sistêmico 
que tende a aumentar com a progressão da doença. Utilizando cromatografia líquida 
de alto desempenho (HPLC) com detecção por fluorescência, estabelecemos um 
método para identificar e quantificar simultaneamente as concentrações totais de três 
toxinas urêmicas persistentes (que se ligam a proteínas) em amostras de soro e 
plasma. Escolhemos as toxinas indoxil sulfato (IS), p-cresilsulfato (PCS) e ácido indol-
3 acético (3-IAA) por serem de grande interesse clínico. O método possui alta 
resolução, com separações rápidas e reprodutíveis. A validação do método foi 
realizada com base na Resolução 27/2012 (ANVISA) e em outros estudos já 
publicados. As curvas de calibração para cada toxina apresentaram excelentes 
linearidades (R2> 0,99) e os limites de quantificação encontrados no soro para IS, p-
CS e 3-IAA foram 1,1, 24,5 e 0,2 pmol, respectivamente, e no plasma para IS, PCS e 
3-IAA foram 4,8, 8,1 e 0,3 pmol, respectivamente. As precisões intraday e interday 
apresentaram variações inferiores a 5% para as 3 toxinas nas 2 matrizes estudadas. 
Além disso estabelecemos um método para analisar a incorporação de indoxil sulfato 
em células mesangiais em cultura. A identificação e a quantificação das toxinas 
urêmicas nessas amostras podem contribuir para o acompanhamento da progressão 
da DRC, bem como alterações na conduta terapêutica. 
 









The growing interest in the molecular mechanisms of uremic toxicity has 
encouraged researchers from  the nephrology area to examine the pathological effects 
of each toxin individually. To this end, monitoring their concentrations in various 
biological samples (such as serum, plasma, urine and tissues or cell) becomes 
important to allow a detailed mechanistic evaluation of their effects. Furthermore, in 
clinical terms, the determination of concentrations of uremic toxins in biological fluids 
can be used to assess the effects of dietary or pharmacological interventions in renal 
function. Data from the National Kidney Foundation indicate that in the United States, 
Europe and Japan, the number of patients with chronic kidney disease (CKD) has 
increased in recent years. The Brazilian Society of Nephrology (SBN) announced in 
2011 that the number of kidney disease patients in Brazil has doubled in the last 
decade. It is estimated that in our country 10 million people have some renal 
dysfunction, and of these, 90 to 100 thousand undergo dialysis (SBN, 2011). The 
uremic syndrome is caused by the retention of metabolites in the body due to renal 
dysfunction, when they should had been eliminated through the urine and / or 
metabolized by the kidneys. A poor urinary excretion leading to the accumulation of 
uremic toxins in the plasma is a feature of chronic renal failure patients. This buildup, 
referred to as uremia, induces endothelial dysfunction, vascular inflammation and 
calcification, and systemic oxidative stress, which tends to increase with disease 
progression. Using high-performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence 
detection, we established a method to identify and quantify simultaneously the total 
concentrations of three persistent uremic toxins (which bind to proteins) in serum and 
plasma samples. We have chose indoxyl sulfate toxins (IS), p-cresylsulphate (PCS) 
and 3-indole acetic acid (3-IAA), due to their clinical importance. The method has high 
resolution, and fast and reproducible separations. The method validation was based 
on the ANVISA document RDC 27/2012 and other published studies.The calibration 
curves for each toxin presented excellent linearities, with R2 > 0.99 and the quantitation 
limits found in serum IS, p-CS and 3-IAA were 1,1, 24,5 and 0,2 pmol, respectively, 
and in plasma for IS, PCS and 3-IAA were 4.8, 8.1 and 0.3 pmol, respectively. The 
intraday and interday accuracies showed lower variations of 5% for the 3 toxins in 2 
matrices studied. Furthermore, we established a method to analyze the uptake of 
indoxyl sulphate by mesangial cells in culture. The identification and quantification of 
uremic toxins in these samples can contribute to the monitoring of CKD progression, 
as well as to conduct changes in therapeutic approaches. 
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1.1 Doença renal crônica 
A doença renal crônica (DRC) é caracterizada pela perda lenta, progressiva e 
irreversível da função renal, e em sua fase mais avançada os rins perdem a 
capacidade de filtração sanguínea, sendo necessário um tratamento de hemodiálise 
nos pacientes para retirada de metabólitos retidos na circulação, pois estes quando 
se acumulam se tornam tóxicos ao organismo (ROMÃO JUNIOR, 2004; BASTOS et 
al., 2010; BASTOS & KIRSZTAJN, 2011). Em 2002 o KDOQI (Kidney Disease 
Outcome Quality Initiative) publicou uma diretriz sobre DRC envolvendo avaliação, 
classificação e estratificação de risco, baseada em estágios (tabela 1), associados a 
presença ou ausência de proteinúria (ROMÃO JUNIOR, 2004; BASTOS et al., 2010; 
BASTOS & KIRSZTAJN, 2011). 
 
TABELA 1 – ESTADIAMENTO DA DRC 
Estágio Descrição TFG mL/min/1,73 m2 
Proteinúria 
1 Lesão renal com TFG normal ou aumentada ≥90 
Sim 
2 Lesão renal com TFG levemente diminuída 60-89 
Sim 
3A      
3B 
Lesão renal com TFG moderadamente 
diminuída 
45-59 
Sim ou Não 
30-44 
4 Lesão renal com TFG severamente diminuída 15-29 Sim ou Não 
5 DRC estando ou não em hemodiálise <15 Sim ou Não 
FONTE: Adaptado de KDOQI, 2002. 
TFG: taxa de filtração glomerular. 
 
Doenças como diabetes mellitos e hipertensão arterial lesam o parênquima 
renal e alteram os tecidos devido ao impacto mecânico na parede dos vasos e aos 
distúrbios cardiovasculares (ZATZ et al., 2012). A DRC promove a redução da filtração 
glomerular, com a presença ou não de proteinúria, além de acúmulo de toxinas 
urêmicas no plasma nos últimos estágios da doença, levando o paciente a uma 
síndrome urêmica (BARRETO et al., 2014; DUMMER et al., 2007). Nos glomérulos 
podem ocorrer uma proliferação excessiva de células mesangiais, associada ao 
acúmulo de colágeno, fibronectina e proteoglicanos (ZATZ et al., 2012). 
A uremia pode ser definida como a retenção ou o acúmulo de metabólitos que 





et al., 2012). Compostos como a uréia e a creatinina são considerados marcadores 
laboratoriais que indicam a diminuição da TFG (VANHOLDER & SMET, 1999). É 
caracterizada pela falência da função excretora renal, bem como alterações 
metabólicas e endócrinas que resultam da insuficiência renal, levando pacientes 
urêmicos a manifestações do sistema gastrointestinal (gastroenterite urêmica), 
hematológicas (anemia), dermatológicas (dermatite), de fluidos e eletrólitos (edema e 
acidose metabólica), de nervos periféricos (neuropatia periférica) e do coração 
(pericardite fibrinosa urêmica) (ALPERS, 2010). 
 
1.2 Células mesangiais 
Células mesangiais são células mononucleares modificadas da musculatura 
lisa, de forma irregular, aspecto estrelado e estão situadas no centro do tufo 
glomerular, entre as alças capilares, onde ficam recobertas por matriz mesenquimal 
(PINTO, 1998; JENNETE, 2013). São conhecidas também por pericitos 
perivasculares, ou miofibroblastos. Suas principais funções são promover apoio 
mecânico ao glomérulo; promover endocitose e processamento de proteínas 
plasmáticas, inclusive imunocomplexos; gerar mediadores moleculares como 
prostaglandinas e citocinas; modular a filtração glomerular por meio de sua 
contratilidade ou liberação de hormônios vasoativos; e promover manutenção dos 
elementos da membrana basal e da matriz (ALBERTONI et al., 2010; JENNETE, 
2013).  
FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA LOCALIZAÇÃO DAS CÉLULAS 
MESANGIAIS 
 






1.3 Toxinas urêmicas 
Toxinas urêmicas são definidas como os metabólitos que o organismo retém 
quando ocorre lesão renal (KIKUCHI et al., 2010, LIN et al., 2015). Em condições 
normais são eliminadas pelos rins (De SMET et al., 1998, VANHOLDER et al., 2012), 
mas com o avanço da DRC podem interagir de maneira negativa com outras funções 
biológicas (BARRETO et al., 2014). Diversos compostos são identificados em 
amostras de soro e plasma de pacientes com DRC e a sua classificação acontece 
conforme seu comportamento durante a diálise (CALAF et al., 2011). De acordo com 
Barreto e colaboradores (2014) e Ito & Yoshida (2014), baseados no EUTox (Grupo 
de Trabalho Europeu em Toxinas Urêmicas (1999), no ano de 2012 havia 88 solutos 
urêmicos descritos, e estes podem ser divididos em 3 classes: 
1. Compostos Pequenos: solúveis em água e com massa molecular 
máxima de 500 Da, removíveis por diálise. Nesta condição aparecem a 
uréia, creatinina e guanidinas (monometil arginina - MMA; dimetilarginina 
simétrica - SDMA e dimetilarginina assimétrica - ADMA). 
2. Compostos Médios: possuem massa molecular acima de 500 Da, sendo 
removíveis por membranas de diálise com poros grandes, geralmente 
são peptídeos e afetam muitos órgãos e sistemas. São eles: 
microglobulina-β2 e leptina. 
3. Compostos ligados a Proteínas: possuem baixa massa molecular, 
exercem muitos efeitos tóxicos e sua remoção é difícil por diálise. Se 
encaixam nesta classificação os fenóis e os indóis.  
Os compostos ligados a proteínas são conhecidos como moléculas citotóxicas 
por promoverem efeitos deletérios em diversos tecidos, incluindo o sistema 
cardiovascular (BARRETO et al., 2014; NIWA, 2013; HSU et al., 2014). As toxinas 
urêmicas mais abundantes e estudadas são indoxil sulfato, fenil sulfato, ácido indol-3 
acético, ácido hipúrico, p-cresol, p-cresilsulfato, homocisteína (KIKUCHI et al., 2010; 
VANHOLDER & SMET, 1999; BARRETO et al., 2014).  
Para que um composto seja considerado toxina urêmica, este deve ser 
quimicamente identificado e ser mensurado de forma precisa; os níveis plasmáticos 
totais devem ser mais elevados do que nos indivíduos não-urêmicos; possuir elevadas 





atividade biológica comprovada em estudos in vivo, in vitro ou ex vivo (VANHOLDER 
et al., 2003; BARRETO et al., 2014).  
O indoxil sulfato (IS) é uma toxina urêmica do grupo indol, de baixa massa 
molecular (212,21 Da), derivada do aminoácido triptofano proveniente de dieta 
proteica do metabolismo bacteriano, no qual E.coli converte o aminoácido em IS em 
no fígado (figura 2) (NIWA, 2010; WANG et al., 2014; ITO & YOSHIDA, 2014; LIN et 
al., 2015; VANHOLDER & SMET, 1999), sendo normalmente excretado na urina. No 
sangue, se liga à albumina sérica e sua excreção ocorre inicialmente por secreção 
tubular e depois por filtração glomerular (BARRETO et al., 2014; ROSSI et al., 2014). 
Porém, em pacientes renais crônicos quando a função renal é diminuída, ele se 
acumula no plasma (KIKUCHI et al., 2010; NIWA, 2010; ROSSI et al., 2014, LIN et al., 
2015), e induz a citotoxicidade de células mesangiais, musculares lisas, endoteliais e 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (GELASCO & RAYMOND, 2006; 
NIWA, 2010; MIYAMOTO et al., 2011; WANG et al., 2014). A sua toxicidade é mediada 
por processos oxidativos, inflamatórios e pró-fibróticos, além de desempenhar 
importante papel na lesão endotelial desencadeando a produção de moléculas pró-
inflamatórias, inibição da regeneração e reparo endotelial, e produção endotelial de 
radicais livres (BOELAERT et al, 2013; BARRETO et al., 2014; WANG et al., 2014). 
 
FIGURA 2 – METABOLISMO DO AMINOÁCIDO TRIPTOFANO A IS 
 
Nota: A figura mostra os intermediários do metabolismo dos aminoácidos triptofano. FONTE: Disponível 
em <www.nature.com/ki/journal/v81/n10/fig_tab/ki2011504f1.html>, acesso em 14/09/2015. 
 
O p-cresilsulfato (PCS) é uma toxina urêmica do grupo fenol, de baixa massa 
molecular que se liga a proteínas séricas. É formada a partir do processo de sulfatação 
do p-cresol durante sua passagem pelo fígado e cólon, que se origina do metabolismo 
da tirosina (figura 3) e fenilalanina por fermentação da microbiota no intestino grosso 
(BARRETO et al., 2014; KIKUCHI et al., 2010, LIN et al., 2015). A presença de níveis 
elevados pode ser associada à mortalidade e presença de doenças cardiovasculares 





et al., 2013; ROSSI et al., 2014, LIN et al., 2015). Liabeauf e colaboradores (2010) 
observaram que os níveis de PCS total e a fração livre estão mais elevados em 
pacientes renais crônicos de estágios avançados, porém apenas a fração livre foi 
associada a mortalidade desses pacientes. Alguns estudos revelaram que o acúmulo 
de PCS também está relacionado com a progressão da DRC, podendo ser um bom 
indicador no prognóstico da doença (WATANABE et al., 2013). Esta toxina induz a 
liberação de micropartículas endoteliais, mesmo sem a presença da lesão, sugerindo 
seu envolvimento com disfunção endotelial (BARRETO et al., 2014). Possui efeito pró-
inflamatório, aumentando a formação de radicais livres produzidos por leucócitos e 
contribuindo para a lesão vascular em pacientes DRC (BARRETO et al., 2014; 
KIKUCHI et al., 2010; MEERT et al., 2011; WATANABE et al., 2013).  
 
FIGURA 3 – METABOLISMO DO AMINOÁCIDO TIROSINA A PCS 
 
Nota: A figura mostra os intermediários do metabolismo do aminoácido tirosina. FONTE: Disponível 
em: <www.nature.com/ki/journal/v81/n10/fig_tab/ki2011504f1.html>, acesso em 14/09/2014. 
 
O ácido indol-3 acético (3-IAA) é uma toxina urêmica também do grupo indol, 
derivada do metabolismo do aminoácido triptofano (figura 4). Está presente em 
plasma humano e seu nível aumenta em pacientes renais crônicos. Bertuzzi e 
colaboradores (1997) verificaram a presença da toxina em concentrações elevadas 
em soro e plasma de pacientes doentes renais crônicos, produzindo, possivelmente, 
efeitos tóxicos ao organismo. Um recente estudo mostrou que a concentração média 
urêmica é de 5 µM e a máxima urêmica de 50 µM (DOU et al., 2014), e juntamente 
com o IS, o 3-IAA induz estresse oxidativo em células tubulares e endoteliais (CALAF 
et al., 2011). Dou e colaboradores (2014) demonstraram que 3-IAA indica resultados 
clínicos em pacientes renais crônicos, promovendo efeitos pró-inflamatórios e pró-
oxidantes, inflamação vascular, estresse oxidativo e aterosclerose, agindo como um 
marcador significativo para doenças cardiovasculares nesses pacientes, podendo 
estar associado a mortalidade. In vitro, o 3-IAA induz a produção de radicais livres nas 






FIGURA 4 – ESTRUTURA QUÍMICA DO 3-IAA 
 
Nota: O 3-IAA também derivado do metabolismo do aminoácido triptofano. FONTE: Figura obtida 
através do software ACD/Chemsketch, disponível em 
<http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch>, acesso em 30/10/2015. 
 
Alguns estudos descreveram as concentrações das toxinas urêmicas 
encontradas em indivíduos saudáveis e pacientes em diferentes estágios da DRC, 
incluindo pacientes em hemodiálise, como Vanholder e colaboradores (2012) e 
Boelaert e colaboradores (2013) (tabelas 2 e 3).  
 
TABELA 2 – CONCENTRAÇÕES DAS TOXINAS URÊMICAS 
Toxinas Urêmicas [µM] Normal [µM] Média [µM] Urêmica 
IS 2,00 90,00 180,00 
PCS 10,00 150,00 210,00 
3-IAA 2,50 10,00 12,00 
Nota: Concentrações normais, médias e urêmicas encontradas em indivíduos saudáveis e pacientes 
DRC. FONTE: Adaptada do estudo realizado por Vanholder e colaboradores, 2012. 
 






[µM] Estágios DRC 
1 2 3 4 5 (ND) 5 (HD) 
IS 2,35 2,35 3,30 8,01 12,73 21,69 90,56 
PCS 35,00 50,53 54,78 106,38 116,48 140,95 297,34 
3-IAA 2,50 2,50 3,04 5,07 5,07 5,07 11,16 
Nota: Concentrações normais encontradas em indivíduos saudáveis e concentrações encontradas nos 
diferentes estágios da DRC incluindo pacientes pré-diálise (ND) e em hemodiálise (HD). FONTE: 
Adaptada do estudo realizado por Boelaert e colaboradores, 2013. 
 
Estudos realizados in vivo sugerem uma interferência de outros compostos em 
amostras de pacientes renais crônicos, pois algumas toxinas podem induzir a 
produção de TNF, mostrando assim um sinergismo entre eles (MEERT et al., 2011). 
Foi demonstrado que o IS acelera a progressão para DRC estimulando a esclerose 
glomerular e a fibrose intersticial (NIWA, 2013).  
Estudos realizados in vitro apontaram danos cardiovasculares e progressão da 
doença renal, geração de ERO causada pelo aumento de IS (DOU et al., 2007), 





(VANHOLDER et al., 2014), produção de citocinas pró-inflamatórias e o tratamento 
com antioxidantes pode inibir efeitos oxidantes do PCS e IS (ROSSI et al., 2014), foi 
observado ainda que o 3-IAA induz inflamação endotelial e estresse oxidativo e 
inflamatório (DOU et al., 2015).  
 
1.4 Cromatografia líquida de alto desempenho  
Cromatografia é um termo genérico, aplicado a um processo de separação 
físico-química, baseado nos fenômenos de adsorção e partição. Este termo foi 
escolhido porque as primeiras separações foram realizadas com substâncias 
coloridas, porém, o processo cromatográfico é muito utilizado em separações de 
aminoácidos, proteínas, fármacos, compostos orgânicos e inorgânicos (COLLINS et 
al. 2006; SCHULER, 2010). 
As características da cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) 
segundo Mendham (2011) são: alto poder de resolução; separações rápidas; 
monitoramento contínuo do eluente; medidas quantitativas acuradas; análises 
repetíveis e reprodutíveis com a mesma coluna e automação do procedimento 
analítico e do manuseio dos dados. A técnica possui boa detectabilidade, porém 
apresenta alto custo da instrumentação e operação (custos das fases móveis de alto 
grau de pureza constituem despesas contínuas), e necessidade de experiência no seu 
manuseio são causas de limitações (COLLINS et al., 2010). 
O sistema HPLC utiliza colunas metálicas e pressões de fase móvel elevadas, 
obtidas com o auxílio de uma bomba de alta pressão que pode empurrar a fase móvel 
com vazão alta. As fases móveis são importantes no processo de separação e 
necessitam de alto grau de pureza (MENDHAM, 2011), por isso são utilizados 
solventes de grau cromatográfico que permitem realizar análises dos compostos 
presentes nas amostras, bem como água purificada em deionizadores para eliminar 
as possíveis impurezas presentes. 
A fase estacionária encontra-se dentro da coluna metálica e os componentes 
das amostras são separados pela diferença de solubilidade entre esta fase e a fase 
móvel (SCHULER, 2010), o analito mais solúvel na fase estacionária ficará mais 
tempo retido e demorará mais para ser eluído, e se for mais solúvel na fase móvel 





Entre as fases estacionárias mais frequentemente utilizadas em amostras 
biológicas encontram-se as de fase reversa, como a C8 e a C18. A cromatografia de 
fase reversa é baseada em uma fase estacionária apolar enquanto que a fase móvel 
é polar, que consiste em utilizar água ou soluções tampões aquosas com solventes 
miscíveis em água, como por exemplo metanol e/ou acetonitrila, com alto grau de 
pureza (MEYER, 1993).  
Em se tratando de análise de toxinas que se ligam a proteínas, um ponto 
importante no estabelecimento metodológico é o preparo das amostras para analisar 
a toxina livre e a toxina conjugada a proteínas. Neste sentido, vários autores avaliaram 
métodos diferentes para determinar toxinas conjugadas (ligadas a proteínas). Um 
estudo realizado por Vanholder e colaboradores (1992) compararam alguns métodos 
para desproteinização das toxinas urêmicas para identificá-las por HPLC, entre eles 
estão desnaturação por calor, extração com acetonitrila, extração com ácido 
tricloroacético, deslocamento de bilirrubina e extração com ácido acético. O resultado 
mostrou que há um maior rendimento na desnaturação seguida pela extração com 
acetonitrila, porém foi levantada a dúvida sobre a geração de novos compostos a partir 
da desnaturação. 
De Smet e colaboradores (1998) padronizaram um método para quantificar p-
cresol livre e conjugado a proteínas através de um procedimento de extração com éter 
isopropílico que promove um rendimento alto de p-cresol, e análise por HPLC com 
detector de fluorescência; e Kikuchi e colaboradores (2010) utilizaram HPLC para 
quantificar indoxil sulfato, ácido hipúrico e p-cresilsulfato com apoio de espectrômetro 
de massa. 
Tendo em vista o grande interesse por grupos brasileiros de estudos da 
toxicidade urêmica em monitorar e analisar os efeitos patológicos de cada toxina, e o 
fato de que aqui no Brasil ainda não existe este tipo de análise, nós desenvolvemos 
um método cromatográfico que possibilita a análise simultânea de 3 toxinas urêmicas 
(IS, PCS e 3-IAA) em amostras de soro e plasma, e também um método eficiente para 
determinar a incorporação de IS em células mesangiais, ambos utilizando detecção 







2.1 Objetivo geral 
Estabelecer um método para identificar e quantificar indoxil sulfato, p-
cresilsulfato e ácido indol 3-acético em amostras biológicas como soro e plasma, e 
para quantificar indoxil sulfato em extrato celular, usando cromatografia líquida de alto 
desempenho (HPLC) com detecção por fluorescência, seguindo métodos discutidos 
por protocolos já publicados.  
 
2.2 Objetivos específicos 
• Estabelecer um método baseado em HPLC e detecção por fluorescência para 
determinação das toxinas urêmicas: indoxil sulfato, p-cresilsulfato e ácido indol-
3 acético. 
• Estabelecer um método baseado em HPLC e detecção por fluorescência para 







3 MATERIAIS E MÉTODOS  
3.1 Materiais 
Indoxil sulfato (Sigma Aldrich), p-cresilsulfato (sintetizado pela Universidade de 
Gent, Bélgica e gentilmente doado pela Dra. Griet Glorieux, da mesma universidade), 
ácido indol-3 acético (Sigma Aldrich), metanol (Sigma Aldrich), acetonitrila (Sigma 
Aldrich), NaOH (Merck), HCl (Química Moderna), solução de PBS, BSA (Sigma 
Aldrich), NaH2PO4 (Sigma Aldrich), TBAI (Sigma Aldrich), formiato de amônio (Sigma 
Aldrich), probenecid (gentilmente doado pela Profª Dra Andrea E. Stinghen), meio de 
cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), SFB (Cultilab), tripsina, água ultra 
pura (Miili-Q). 
 
3.2 Instrumentacão analítica 
O instrumento utilizado foi um sistema cromatográfico (Shimadzu Prominence, 
Tokyo, Japão), equipado com um injetor manual modelo 7125 Rheodyne, uma bomba 
de dois pistões (LC-20AD) controlada pelo software LC Solution equipada com 
detector de fluorescência Shimadzu RF-20A. 
Para identificação das toxinas urêmicas seguimos os métodos de protocolos já 
publicados, como descrito por Meert e colaboradores (2011) que utilizaram um 
protocolo para análise de toxinas livres ou ligadas a proteínas; o método descrito por 
Calaf e colaboradores (2011), que padronizaram uma metodologia baseada em 
detecção por fluorescência para análise simultânea de diversas toxinas urêmicas; e o 
protocolo descrito por Kikuchi e colaboradores (2010) que padronizou um método que 
utiliza gradiente de eluição para a separação por HPLC (tabela 4).  
 
TABELA 4 – COMPARAÇÕES ENTRE MÉTODOS HPLC PUBLICADOS 
Itens Comparados Kikuchi et al. (2010) Calaf et al. (2011) Meert et al. (2011) 
Detecção Espectrometria de 
massa 
Fluorescência Fluorescência 
Coluna Não informado Fase reversa Fase reversa 
Fase Móvel Acetato de amônio / 
Acetonitrila 
NaH2PO4 / Acetonitrila Metanol / Formiato 
de amônio 
Eluição Gradiente Isocrática Gradiente 
Fluxo 0,2 mL/min 1,5 mL/min 1 mL/min 
Nota: Comparação de métodos cromatográficos já publicados que embasaram o desenvolvimento da 






3.2.1 Condições cromatográficas para análise de IS intracelular  
O IS foi separado com uma coluna C-18 (Phenomenex, Gemini 5 µm, 110Å, 
250x4,6 mm), em temperatura ambiente, 23ºC, utilizando fluxo isocrático, eluído com 
78% de tampão 20 mM de fosfato de sódio (NaH2PO4 – Sigma Aldrich), pH=7,5, 
contendo 5 mM de iodeto de tetrabutilamônio (TBAI – Sigma Aldrich) e 22% de 
acetonitrila (Sigma Aldrich), com 0,6mL/min de fluxo, sendo detectado por 
fluorescência, com comprimento de onda λexc = 278 nm e λemi = 348 nm (adaptado de 
CALAF et al., 2011), tendo como tempo total de corrida 60 minutos. 
 
3.2.2 Condições cromatográficas para análise simultânea de IS, PCS e 3-IAA  
As toxinas foram separadas por uma coluna C8 (Phenomenex, Luna 5µm, 
100Å, 150x4,6mm), utilizando gradiente de concentração, eluída com 50mM de 
formiato de amônio (Sigma Aldrich), pH=3,0 e metanol (Sigma Aldrich) variando entre 
35% a 65%, com 0,7 mL/min de vazão (figura 5). As toxinas foram detectadas por 
fluorescência, e durante a corrida os comprimentos de onda foram alternados da 
seguinte maneira: IS com comprimento de onda λexc = 280 nm e λemi = 383 nm 
(adaptado de CALAF et al., 2011) até 6,5 minutos; PCS com comprimento de onda 
λexc = 265 nm e λemi = 290 nm (MEERT et al., 2011) de 6,51 a 10,0 minutos; e 3-IAA 
com comprimento de onda λexc = 280 nm e λemi = 383 nm (adaptado de CALAF et al., 
2011) a partir de 10,01 minutos até o final da corrida, em 33 minutos. A tabela 5 
apresenta os principais itens que diferem os 2 métodos utilizados neste trabalho. 
 
TABELA 5 – COMPARAÇÕES DOS MÉTODOS UTILIZADOS 
Itens Comparados Células Soro e Plasma 
Detecção Fluorescência Fluorescência 
Coluna C18 C8 
Fase Móvel Acetonitrila / NaH2PO4 Metanol / Formiato de amônio 
Eluição Isocrática Gradiente 
Fluxo 0,6 mL/min 0,7 mL/min 
pH 7,5 3,0 
Tempo 60 minutos 33 minutos 














FIGURA 5 – GRADIENTE DE CONCENTRAÇÃO DAS FASES MÓVEIS UTILIZADO NO MÉTODO 
 
Nota: O método inicia-se com 35% de metanol indo até 70% em 18 minutos, retornando a condição 
inicial até 25 minutos e estabilizando a coluna durante 8 minutos, totalizando 33 minutos de corrida. 
FONTE: O autor.  
 
3.3 Amostras biológicas 
3.3.1 Cultivo de células mesangiais 
 As células mesangiais utilizadas foram obtidas por doação (da Dra. Mirian A. 
Boim, UNIFESP), não estando disponíveis para compra na ATCC. Essas células 
foram extraídas de feto de 16 semanas após aborto espontâneo, imortalizadas por 
transfecção de plasmídeos pUCInwt e pRc/CMV por vírus SV40 (BANAS, et al, 1999). 
As células foram cultivadas em incubadoras de CO2, a 37ºC, (Panasonic) utilizando 
meio de cultivo DMEM baixa glicose (Cultilab), contendo 10% de soro fetal bovino 
(SFB) e 1% da solução de penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100µg/mL) (Gibco). 
O repique foi feito a cada 2 dias, em uma taxa de 1:3, utilizando solução de tripsina 
para promover desadesão celular. 
 
3.3.2 Coleta de sangue 
Oito mL de sangue foram coletados com seringas de indivíduos doadores 
saudáveis às 11h. Quatro mL foram transferidos para tubos com heparina (BD 
Vacutainer K2 EDTA 367861), centrifugados a 1200 x g  (Centrífuga Eppendorf), 4°C, 
durante 15 minutos, e o plasma foi transferido para novo tubo e armazenado em 
temperatura -80°C. Quatro mL foram transferidos para tubos (BD Vacutainer SST 
367988) e centrifugados a 1200 x g (Centrífuga Eppendorf), em temperatura ambiente, 






O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 
Humanos do Setor de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Paraná, sob o 
parecer CEP/SD-PB nº 1.230.685/2015 (ANEXO 1). Os doadores de sangue para este 
projeto assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2).  
 
3.4 Preparo das Amostras 
3.4.1 Células mesangiais 
As células mesangiais foram plaqueadas em placas P35, com densidade de 
8x105 células por placa em meio completo (DMEM baixa glicose + 10% SFB + 1% 
antibiótico). No dia seguinte, elas foram tratadas com 939 µM IS (máxima urêmica, 
segundo EuTOX) em PBS ou no meio completo por 60 minutos na incubadora de CO2 
(Panasonic), na ausência ou presença de um pré-tratamento com 2,5 ou 10 mM 
probenecid (PROB), um inibidor de OAT (transportador de IS), por 15 minutos. 
Após o tratamento, as células foram lavadas 3 vezes com 1 mL de PBS gelado, 
e 1 vez com 1 mL da solução PBS+1%BSA para remoção de toxinas livres. As células 
foram transferidas da placa para tubos de 1,5 mL (Eppendorf) e centrifugadas a 1000 
x g (Centrífuga Sorvall Fresco), 4ºC, durante 3 minutos, e o sobrenadante descartado. 
A lise celular foi realizada com a adição de 420 µL de 0,2 M NaOH aos pellets. Os 
tubos permaneceram durante 30 minutos no gelo, recebendo após este período 28 
µL de 3 M HCl para ajustar o pH para a faixa de 4. O pH foi verificado com fitas 
medidoras (Merck). Os extratos foram aquecidos durante 30 minutos a 95°C, 
resfriados em gelo por 10 minutos e centrifugados a 14000 x g (Centrífuga Sorvall 
Fresco), 4ºC, durante 10 minutos. O sobrenadante foi separado e injetado no HPLC 
(Miyamoto et al., 2011; Watanabe et al., 2013). 
As proteínas das células foram dosadas pelo método de Bradford (1976), 
fazendo o uso do corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250.Diluímos o reagente 
de Bradford Bio-Rad Protein Assay em proporção de 1 parte do reagente para 4 partes 
de água ultra pura (Miili-Q). Em placa de 96 poços adicionou-se 120 µL do reagente 
diluído. Para a curva padrão em triplicata utilizou-se uma solução de BSA a 1 µg/µL. 
Em cada poço foi adicionado 10 µL de cada tratamento em triplicata, homogeneizando 
com a própria ponteira de micropipeta. A leitura da absorbância foi feita a 595 nm. 
Para o cálculo da concentração das amostra utilizou-se a equação da reta, obtida por 





3.4.2 Padrões e amostras de soro e plasma 
IS, PCS e 3-IAA foram preparados a partir de padrões autênticos diluídos 
separadamente em água ultra pura (Milli-Q) e injetados no HPLC para identificação. 
Depois foram misturados e novamente identificados para testar a metodologia. 
Utilizamos diferentes concentrações, entre normal e urêmica, conforme descrito por 
Duranton e colaboradores (2012) para se obter o volume final de 360 µL. 
Após aprovação do projeto, passamos a utilizar amostras de soro e plasma de 
doadores saudáveis para testar a metodologia. Os padrões foram pipetados com 
micropipetas (Gilson) de acordo com as concentrações definidas, em 100 µL de soro 
ou plasma e o volume final foi completado até 360 µL com água ultra pura (Milli-Q)). 
Após a diluição, as amostras foram aquecidas durante 30 minutos a 95°C para 
desnaturação de proteínas e resfriadas em gelo durante 10 minutos. Foram 
centrifugados a 14000 x g (Centrífuga Sorvall), 4ºC, durante 20 minutos e o 
sobrenadante foi transferido para tubos com filtro 30 kDa (Amicon Ultra® 0,5 mL). Os 
tubos foram novamente centrifugados a 8400 x g (Centrífuga Sorvall), 4ºC, durante 30 
minutos e o filtrado transferido para um novo tubo. Dez µL foram injetados no HPLC 
para análise.  
 
3.5 Etapas da validação da metodologia 
Após a padronização do nosso método em água e aprovação do projeto pelo 
Comitê de Ética, iniciamos as etapas de validação em amostra de soro e plasma com 
base na Resolução nº 27/2012 da ANVISA, que traz os requisitos para validação de 
métodos bioanalíticos empregados em estudos com a finalidade de registro de 
medicamentos. De acordo com esta resolução, a validação deve conter ensaios de 
curva de calibração, seletividade, precisão, recuperação, linearidade, estabilidade, 
entre outros conforme o ensaio.  
Curvas de calibração foram preparadas em concentrações entre normais e 
urêmicas (VANHOLDER et al., 2014; BOELAERT et al., 2013; DURANTON et al., 
2012) para validar nosso método, sendo todo o processamento nas mesmas 
condições que os padrões; após a validação em água fizemos o mesmo protocolo 
com amostras biológicas. 
A seletividade do método foi obtida com o preparo de uma mistura de padrões 





uma concentração conhecida de padrão (IS 5µM + PCS 15µM + IAA 0,2µM), 
comparando com amostras soro ou plasma saudáveis de 3 fontes distintas: amostra 
soro e plasma pool F (2 fontes femininas), amostra soro e plasma pool M (2 fontes 
masculinas) e amostra soro e plasma F (1 fonte feminina). E para confirmação da 
identidade do analitos, spikes individuais foram feitos em uma amostra de soro F e em 
uma amostra de plasma F. 
Para etapa de precisão intraday, fizemos 5 injeções de cada amostra (soro e 
plasma basais, urêmicos e com spikes) em um mesmo dia, totalizando 20 injeções, e 
para a precisão interday fizemos 3 preparos independentes das amostras, em 3 dias 
diferentes utilizando a mesma matriz para soro e plasma (basais, urêmicos e com 
spikes). 
A recuperação avalia a interferência do processamento das amostras na 
quantificação do analito (CHASIN et al., 1998). Para isso, adicionamos uma massa 
conhecida de analito e calculamos o quanto nosso método recuperou. O ensaio foi 
realizado 3 vezes independentemente a partir de 3 fontes de soro e 3 fontes de plasma 
(basal e 2 spikes). As amostras foram processadas independentemente e injetadas 
em 3 dias diferentes. Para se obter o valor da recuperação utiliza-se a fórmula =     
Recuperação = (pmol final – pmol inicial) x 100 
                          valor em pmol adicionado 
 
onde pmol final é a quantidade obtida; pmol inicial é a quantidade encontrada na 
amostra basal sem adição de analitos; e valor em pmol adicionado é a quantidade de 
analito adicionada a amostra basal. 
Para o ensaio de linearidade, preparamos 3 curvas de calibração contendo 7 
concentrações de cada analito, na faixa de concentrações biológicas. Foram 
construídas 3 curvas independentemente, sendo cada uma construída a partir de uma 
fonte distinta para soro e uma para plasma. 
A estabilidade das amostras foram testadas para pré-processamento com 2 
preparos independentes das mesmas amostras em intervalo de 3 meses para soro e 
6 meses para plasma; e pós-processamento, com 3 injeções em datas distintas da 
mesma amostra processada de soro ou plasma.  
O limite de detecção é a menor concentração ou quantidade do analito que 
pode ser identificado com um nível de confiança ou que pode ser diferenciado do ruído 





calibração e injetamos até o limite de obtenção de 3 vezes a altura dos picos dos 
analitos em comparação com o sinal ruído. 
Limite de quantificação (QL) é a menor concentração ou quantidade do analito 
que pode ser determinada com confiança (CHASIN et al., 1998). Construímos 3 
curvas de calibração para soro e para plasma e calculamos o QL a partir desta 
equação:  
QL = 10.σ 
         S 
onde QL é o limite de quantificação, σ é o desvio padrão da resposta (determinada 
pela integração do menor calibrador da curva) e S é a média das inclinações das 
regressões lineares.  
Para verificar possíveis variações entre matrizes (soro e plasma), avaliamos o 
método quanto ao desempenho em determinar os analitos independentemente do tipo 
de amostra. Os níveis basais em 4 fontes distintas no soro e no plasma foram isolados 
de uma mesma amostra de sangue, determinados e comparados.  
 
3.6 Análise estatística 
Para os resultados com células mesangiais foram realizados 6 experimentos 
independentes e a análise estatística foi feita pelo software SigmaStat, com teste de 
ANOVA e post-hoc TUKEY, com p<0,05.  
Para verificar as variações entre matrizes da mesma fonte, a análise estatística 







4 RESULTADOS  
4.1 Incorporação de IS em células mesangiais 
Para podermos analisar os efeitos intracelulares de toxinas urêmicas, 
inicialmente estabelecemos um método para quantificar os níveis de indoxil sulfato no 
meio intracelular. Para isso, usamos células mesangiais humanas em cultura 
incubadas com uma alta concentração de indoxil sulfato, correspondente a uma 
concentração máxima urêmica, determinada pelo EUTox. Após o cultivo e tratamento 
das células mesangiais, seus extratos foram injetados no cromatógrafo e foi possível 
verificar a presença de IS intracelular. 
O cromatograma (figura 6) mostra que nosso método foi eficaz para identificar e 
quantificar o IS nas células mesangiais, pois o tempo de retenção do analito e da 
amostra preparada com as células são os mesmos. 
 
FIGURA 6 – CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA DETECÇÃO DE IS EM EXTRATO DE 
CÉLULAS MESANGIAIS 
 
Nota: As células incubadas com 939 µM de IS e 15 picomols de IS foram injetadas no cromatógrafo. IS 
foi detectada por um detector de fluorescência com comprimento de onda em λexc = 278 nm e λem = 
348 nm. O cromatograma mostra um pico único de IS identificado no sobrenadante das amostras de 
células mesangiais, comparando com o padrão autêntico. FONTE: O autor. 
 
A quantificação mostrou que células tratadas com IS incorporaram 
significativamente esta toxina do meio extracelular. Não houve diferença significativa 
na incorporação quando as células foram incubadas em PBS ou em meio contendo 
10% de soro fetal bovino, indicando que a presença de proteínas no meio ou sua 
ligação a proteínas não interfere na incorporação (figura 7). A pré-incubação com 2.5 
mM probenecid inibiu a incorporação do IS nas células, embora apenas na 
concentração de 10 mM a inibição foi significativa estatisticamente quando 
comparada a incorporação na ausência de probenecid. Este resultado indica que a 





concentração necessária para a inibição possivelmente indica que este OAT não seja 
o transportador primordial neste tipo celular. As células também foram incubadas com 
SFB para verificar se ele promovia inibição da incorporação do IS, e o resultado nos 
mostrou que ocorreu tal inibição quando comparado com o controle apenas (PBS + 
IS). Estes resultados mostram que o método estabelecido para analisar os níveis de 
IS em células tratadas ou não tratadas com IS foi bem sucedido, uma vez que 
conseguimos modular a incorporação.  
 
FIGURA 7 – INCORPORAÇÃO DE IS EM CÉLULAS MESANGIAIS 
 
Nota: Os dados mostraram que IS é transportado para dentro das células, na presença ou na ausência 
de soro fetal, e que 10 mM de probenecid inibiu significativamente a captação. Os dados apresentados 
foram normalizados pelo teor de proteína nos sobrenadantes e correspondem à média ± DP de 6 
experimentos independentes. Diferenças estatisticamente significativas são indicadas (**** p <0,05). 
FONTE: O autor. 
 
4.2 Padronização da separação e quantificação dos analitos 
Adaptando os métodos de Kikuchi e colaboradores (2010), Calaf e 
colaboradores (2011) e Meert e colaboradores (2011), foi possível padronizar a 
quantificação simultânea primeiramente em água das 3 toxinas do nosso estudo, 







FIGURA 8 – CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DOS PADRÕES AUTÊNTICOS 
 
Nota: Os padrões foram submetidos ao mesmo processamento que as amostras biológicas e 
analisados por HPLC. O cromatograma mostra a detecção das 3 toxinas, onde 400 pmol IS (tempo de 
retenção de 4,8 minutos), 1060pmol PCS (tempo de retenção de 8,5 minutos) e 200pmol 3-IAA (tempo 
de retenção de 14 minutos). FONTE: O autor. 
 
4.3 Validação da metodologia 
A validação do método foi feita de acordo com a Resolução RDC nº 27/2012 
(ANVISA) e outros protocolos estudados durante o nosso trabalho.  
 
4.3.1 Curvas de calibração 
Iniciamos a validação do método com a curva de calibração que determina os 
limites de detecção e faixa de linearidade. Esta etapa traz a relação entre a resposta 
do instrumento e a concentração conhecida do analito (RDC 27/2012). As curvas de 
calibração foram feitas em matrizes biológicas distintas (soro e plasma) de indivíduos 
não acometidos de DRC, utilizando calibradores correspondentes a concentrações 
normais e urêmicas das toxinas estudadas: IS (2, 10, 20, 50, 100, 250 e 280 µM), PCS 
(6, 25, 50, 100, 200, 400 e 700 µM) e 3-IAA (0,2, 1, 2, 5, 10, 20 e 30 µM). Todas as 
curvas de calibração utilizadas para os 3 analitos, tanto soro como plasma, 















Nota: Curvas feitas em matriz soro saudável, contendo 7 pontos dos analitos (cada ponto representa 
uma injeção), na faixa de concentração biológica, sendo curva A: IS; curva B: PCS; e curva C: 3-IAA. 


















Nota: Curvas feitas em matriz plasma saudável, contendo 7 pontos dos analitos (cada ponto representa 
uma injeção), na faixa de concentração biológica, sendo curva A: IS; curva B: PCS; e curva C: 3-IAA. 








A seletividade é a capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito 
na presença de outros componentes da amostra (RDC nº 27/2012; CHASIN et al., 
1998). Ela pode ser demonstrada por uma separação eficiente dos 3 analitos na 
corrida cromatográfica, utilizando amostras processadas de soro (figura 11) e de 
plasma (figura 12) de 3 fontes distintas, obtidas de voluntários sem DRC. 
A confirmação da identidade dos analitos está evidenciada pelo aumento da 
área dos picos após a contaminação das amostras de soro (figura 13) e de plasma 
(figura 14) com padrões autênticos (spikes). 
 
FIGURA 11 – EFICIÊNCIA DA SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA EM AMOSTRAS SORO 
 
Nota: Mix dos 3 padrões em matriz soro utilizando o ponto 1 da curva de calibração (IS 5µM + PCS 
15µM + IAA 0,2µM) comparado com amostras soro de 3 fontes distintas: amostra soro pool F (2 fontes 
femininas), amostra soro pool M (2 fontes masculinas) e amostra soro F (1 fonte feminina). FONTE: O 
autor. 
 
FIGURA 12 – EFICIÊNCIA DA SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA EM AMOSTRAS PLASMA 
 
Nota: Mix dos 3 padrões em matriz plasma utilizando o ponto 1 da curva de calibração (IS 5µM + PCS 
15µM + IAA 0,2µM) comparado com amostras soro de 3 fontes distintas: amostra plasma pool F (2 
fontes femininas), amostra plasma pool M (2 fontes masculinas) e amostra plasma F (1 fonte feminina). 






FIGURA 13 – IDENTIDADE DOS 3 ANALITOS EM AMOSTRA SORO APÓS SPIKES 
 
Nota: Amostra soro F na ausência ou presença de IS (4pmol), PCS (31pmol) e 3-IAA (0,5pmol). Para 
realizar os spikes foram adicionados os valores de massa equivalente ao dobro dos encontrados na 
amostra de soro basal. FONTE: O autor.  
 
FIGURA 14 – IDENTIDADE DOS 3 ANALITOS EM AMOSTRA PLASMA APÓS SPIKES 
 
Nota: Amostra plasma F na ausência ou presença de IS (4,6pmol), PCS (31pmol) e 3-IAA (0,65pmol). 
Para realizar os spikes foram adicionados os valores de massa equivalente ao dobro dos encontrados 
na amostra de plasma basal. FONTE: O autor.  
 
4.3.3 Precisão 
Segundo Chasin e colaboradores (1998), a precisão é a etapa que avalia a 
proximidade entre várias medidas efetuadas em uma mesma amostra, e seu valor 
depende de erros indeterminados, aleatórios e impossíveis de serem eliminados. De 
acordo com a RDC nº 27/2012, a precisão deve ser determinada em uma mesma 
corrida, isto é, um conjunto de amostras processadas simultaneamente e injetadas 
em um único dia ((intracorrida ou intraday) ou em no mínimo 3 corridas diferentes 





Com a precisão intraday verificamos possíveis variações do instrumento 
durante o dia. Estes dados estão demonstrados na tabela 6, na qual calculamos a 
média das áreas de picos, desvio padrão e coeficiente de variação (CV). Em todas as 
amostras analisadas, o CV foi menor que 5%.  
 
TABELA 6 – VARIAÇÃO DA PRECISÃO INTRADAY 
 
Nota: A tabela mostra as médias das áreas das amostras soro e plasma, com coeficiente de variação 
menor que 5%. FONTE: O autor. 
 
As possíveis variações na etapa interday podem ser atribuídas a problemas do 
operador durante o preparo das amostras. Cada amostra foi injetada apenas 1 vez e 
os coeficientes de variação obtidos foram inferiores a 5%. Os dados estão 
demonstrados na tabela 7, na qual calculamos a média das áreas de picos de 





AMOSTRAS Média Área DP± CV%
SORO BASAL 10µL
IS 2.820.327,13        78829,30204 2,80
PCS 699.992,16           12180,23245 1,74
IAA 699.728,72           21737,89435 3,11
SORO URÊMICO 10µL 
IS 65.023.260,40      513281,5255 0,79
PCS 8.469.995,84        136793,462 1,62
IAA 5.236.472,48        61791,1131 1,18
SORO SPIKE - IS 25µM + PCS 50µM + IAA 10µM - 10µL
IS 25µM (3330pmol / 360µL = 9,2pmol/µL) 14.673.358,22      257519,7562 1,76
PCS 50µM (5522pmol / 360µL = 15,3pmol/µL) 2.025.975,72        71521,87225 3,53
IAA 10µM (1110pmol / 360µL = 3,0pmol/µL) 16.986.837,68      568392,8863 3,35
SORO SPIKE - IS 75µM + PCS 150µM + IAA 55µM - 10µL
IS 75µM (9200pmol / 360µL = 25,5pmol/µL) 33.677.241,88      1526257,156 4,53
PCS 150µM (20921pmol / 360µL = 58,1pmol/µL) 8.572.748,66        413701,113 4,83
IAA 55µM (6150pmol / 360µL = 17,0pmol/µL) 90.353.088,15      3825745,042 4,23
PLASMA BASAL 10µL
IS 1.692.987,83        62896,65676 3,72
PCS 519.577,64           25080,13203 4,83
IAA 563.299,06           25397,93701 4,51
PLASMA URÊMICO 10µL
IS 23.112.794,70      894495,3351 3,87
PCS 11.497.227,74      552543,2625 4,81
IAA 8.845.348,10        149913,7911 1,69
PLASMA SPIKE - IS 25µM + PCS 50µM + IAA 10µM - 10µL
IS 25µM (3330pmol / 360µL = 9,2pmol/µL) 12.708.477,02      585380,5216 4,61
PCS 50µM (5522pmol / 360µL = 15,3pmol/µL) 1.848.387,98        47260,89802 2,56
IAA 10µM (1110pmol / 360µL = 3,0pmol/µL) 16.258.401,91      329015,0091 2,02
PLASMA SPIKE - IS 75µM + PCS 150µM + IAA 55µM - 10µL
IS 75µM (9200pmol / 360µL = 25,5pmol/µL) 43.748.571,66      849070,7915 1,94
PCS 150µM (20921pmol / 360µL = 58,1pmol/µL) 9.642.503,04        132396,6288 1,37






TABELA 7 – VARIAÇÃO DA PRECISÃO INTERDAY 
 
Nota: A tabela mostra as médias das áreas das amostras soro e plasma, com coeficiente de variação 
menor que 5%. FONTE: O autor.  
 
AMOSTRAS Média Área DP± CV%
SORO BASAL 10µL
IS 2.733.090,93      125023,1749 4,57
PCS 626.636,43         31203,16138 4,98
IAA 665.892,80         30306,70804 4,55
SORO URÊMICO 10µL
IS 69.668.047,17    860896,3259 1,24
PCS 8.986.860,73      348577,7905 3,88
IAA 5.653.189,07      137718,2698 2,44
SORO SPIKE - IS 25µM + PCS 50µM + IAA 10µM - 10µL
IS 25µM (3330pmol / 360µL = 9,2pmol/µL) 14.324.975,40    84478,51169 0,59
PCS 50µM (5522pmol / 360µL = 15,3pmol/µL) 1.678.904,23      36402,66432 2,17
IAA 10µM (1110pmol / 360µL = 3,0pmol/µL) 16.726.148,97    423561,3694 2,53
SORO SPIKE - IS 75µM + PCS 150µM + IAA 55µM - 10µL
IS 75µM (9200pmol / 360µL = 25,5pmol/µL) 35.371.566,30    1043976,524 2,95
PCS 150µM (20921pmol / 360µL = 58,1pmol/µL) 6.582.667,13      304624,5653 4,63
IAA 55µM (6150pmol / 360µL = 17,0pmol/µL) 82.436.133,80    851398,2333 1,03
PLASMA BASAL 10µL
IS 1.831.730,80      77569,33889 4,23
PCS 485.119,93         18171,17318 3,75
IAA 632.789,37         22499,60517 3,56
PLASMA URÊMICO 10µL
IS 25.496.842,30    1137168,673 4,46
PCS 11.220.588,80    485271,3113 4,32
IAA 8.352.897,77      378021,2719 4,53
PLASMA SPIKE - IS 25µM + PCS 50µM + IAA 10µM - 10µL
IS 25µM (3330pmol / 360µL = 9,2pmol/µL) 13.025.161,33    426993,2675 3,28
PCS 50µM (5522pmol / 360µL = 15,3pmol/µL) 1.936.561,37      58191,36384 3,00
IAA 10µM (1110pmol / 360µL = 3,0pmol/µL) 16.625.888,77    333763,672 2,01
PLASMA SPIKE - IS 75µM + PCS 150µM + IAA 55µM - 10µL
IS 75µM (9200pmol / 360µL = 25,5pmol/µL) 41.527.956,13    1346241,297 3,24
PCS 150µM (20921pmol / 360µL = 58,1pmol/µL) 7.217.822,20      135453,5416 1,88






4.3.4 Recuperação  
Foram feitas as médias das amostras injetadas para a obtenção do coeficiente 
de variação, e os nossos resultados mostraram que as recuperações foram superiores 
a 87%, conforme tabela 8.  
 
TABELA 8 – RECUPERAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
Nota: A tabela mostra as quantidades de toxinas injetadas e as médias das porcentagens de 
recuperação das amostras superior a 87%. FONTE: O autor.   
 
4.3.5 Linearidade 
A linearidade é a capacidade de um método analítico de responder 
proporcionalmente à concentração da amostra em análise, dentro de uma faixa que 
corresponda a concentração analítica especificada (CHASIN et al., 1998) (figuras 15 
e 16).  
As curvas de calibração, além de servirem como instrumento de quantificação, 
mostram também o efeito da matriz biológica ao compararmos as inclinações das 
curvas. Segundo a RDC nº 27/2012, para matrizes não isentas de analitos, como as 
utilizadas neste trabalho, é importante mostrar que as inclinações não diferiram 
significativamente. Para todas as curvas, tanto soro como plasma, obtivemos 
variações das inclinações inferiores a 2% para IS e PCS e variação das inclinações 
AMOSTRAS pmol Inicial pmol Final Recuperação %
SORO SPIKE 1 (IS 10µM + PCS 25µM + 3-IAA 1µM) 10µL
IS 10µM (1110pmol / 360µL = 3,06pmol/µL) 30,6 36,8 91,3
PCS 25µM (2655pmol / 360µL = 7,38pmol/µL) 73,8 111,7 98,4
3-IAA 1µM (110pmol / 360µL = 0,31pmol/µL) 3,1 6,6 112,5
SORO SPIKE 2 (IS 250µM + PCS 400µM + IAA 20µM) 10µL
IS 250µM (24000pmol / 360µL = 66,67pmol/µL) 666,7 707,3 104,8
PCS 400µM (42480pmol / 360µL = 118pmol/µL) 1180 1206,4 98,9





PLASMA SPIKE 1 (IS 10µM + PCS 25µM + 3-IAA 1µM) 10µL
IS 10µM (1110pmol / 360µL = 3,06pmol/µL) 30,6 37,0 96,5
PCS 25µM (2655pmol / 360µL = 7,38pmol/µL) 73,8 121,3 96,3
3-IAA 1µM (110pmol / 360µL = 0,31pmol/µL) 3,1 9,0 99,4
PLASMA SPIKE 2 (IS 250µM + PCS 400µM + IAA 20µM) 10µL
IS 250µM (24000pmol / 360µL = 66,67pmol/µL) 666,7 660,6 98,0
PCS 400µM (42480pmol / 360µL = 118pmol/µL) 1180 1215,8 98,8









inferiores a 7,1% para 3-IAA.  A média, o desvio padrão e a variação das inclinações 
estão relacionados na tabela 9.  
 




Nota: Curvas feitas em 3 matrizes distintas soro saudável, contendo 7 pontos dos analitos (cada ponto 
representa uma injeção), na faixa de concentração biológica, sendo curva A: IS; curva B: PCS; e curva 













Nota: Curvas feitas em 3 matrizes distintas plasma saudável, contendo 7 pontos dos analitos (cada 
ponto representa uma injeção), na faixa de concentração biológica, sendo curva A: IS; curva B: PCS; e 












TABELA 9 – VARIAÇÃO DA INCLINAÇÃO DAS CURVAS DE CALIBRAÇÃO 
  
Nota: Variação da inclinação das retas das curvas de calibração dos analitos em matrizes soro e plasma 
saudáveis. FONTE: O autor.  
 
4.3.6 Estabilidade  
A estabilidade das amostras é uma etapa da validação na qual é possível 
analisar o analito na matriz biológica após ciclos de congelamento e 
descongelamento, curta duração, longa duração e pós-processamento (RDC 
27/2012). 
 
4.3.6.1 Estabilidade Pré-Processamento 
Para garantir que as amostras de soro ou plasma possam ser usadas para 
estas análises mesmo após um tempo de estocagem congeladas, comparamos a 
quantificação das toxinas em 3 amostras de soro (figura 17) e 3 amostras de plasma 
(figura 18) em dois momentos distintos. As amostras de soro foram analisadas após 
3 meses e as de plasma após 6 meses de armazenamento em -80°C.  
Os resultados não apresentaram diferenças nas concentrações das toxinas 
mostrando que as amostras podem ser armazenadas antes do processamento, com 
segurança, por um período de 3 meses para soro e 6 meses para plasma Esta etapa 





Soro IS PCS 3-IAA
Fonte 1 162577 11121 108086
Fonte 2 163537 10788 105914
Fonte 3 162775 11243 109181
Média 162963 11051 107727
Desvio Padrão 413,85 192,30 1357,69
Variação % 0,25 1,74 1,26
Plasma IS PCS 3-IAA
Fonte 1 136338 9673 105901
Fonte 2 134669 10141 99422
Fonte 3 132149 9957 88996
Média 134385 9924 98106
Desvio Padrão 1721,88 192,69 6963,86
Variação % 1,28 1,94 7,10





FIGURA 17 – ESTABILIDADE PRÉ-PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS SORO 
 
Nota: Na figura são demonstradas 3 amostras de soro processadas 2 vezes com intervalo de 3 meses. 
Os analitos estão separados por grupos e cada cor indica a data de processamento e análise, indicando 
que as amostras se mantiveram estáveis durante este período de tempo. FONTE: O autor.  
 
FIGURA 18 – ESTABILIDADE PRÉ-PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PLASMA 
 
Nota: Na figura são demonstradas 3 amostras de plasma processadas 2 vezes com intervalo de 6 
meses. Os analitos estão separados por grupos e cada cor indica a data de processamento e análise, 
indicando que as amostras se mantiveram estáveis durante este período de tempo. FONTE: O autor.  
 
 
4.3.6.2 Estabilidade Pós-Processamento 
Para avaliarmos se as amostras processadas podem ser analisadas após um 
tempo de armazenamento, analisamos amostras de soro (figura 19) injetadas em 3 
momentos diferentes, de 3 fontes distintas, em intervalos de aproximadamente 1 mês 
e 2,5 meses pós-processamento, e amostras de plasma (figura 20) injetadas em 3 
momentos diferentes, de 3 fontes distintas, com intervalo aproximado de 1,5 meses. 
As amostras de soro permaneceram armazenada em -20ºC por 2,5 meses, mostrando 





e as amostras de plasma permaneceram armazenadas nas mesmas condições por 5 
meses, porém houve uma diminuição das áreas das toxinas após este período, 
mostrando que não é recomendável analisar as amostras processadas a após 2,5 
meses.   
 




Nota: Nas figuras A, B e C são demonstradas 3 amostras de soro distintas, processadas em uma data 














Nota: Nas figuras A, B e C são demonstradas 3 amostras de plasma distintas, processadas em uma 











4.3.7 Limites de detecção e quantificação 
Para obtermos o limite inferior de detecção diluímos o primeiro ponto da curva 
de calibração em matriz saudável de soro e de plasma até visualizarmos os analitos 
com confiança, simultaneamente. Nossos limites de detecção encontrados foram: 0,3 
pmol para IS, 1,2 pmol para PCS e 0,06 pmol para 3-IAA. 
Nossos limites de quantificação para as toxinas nas matrizes saudáveis de soro 
e plasma foram calculados através das curvas de calibração, utilizando como resposta 
do instrumento a menor concentração da curva. Os valores encontrados para matriz 
saudável soro foram: 1,1 pmol IS, 24,5 pmol PCS e 0,2 pmol 3-IAA, que correspondem 
as concentrações 0,4 µM, 8,8 µM e 0,1 µM, respectivamente; e para matriz saudável 
plasma foram: 4,8 pmol IS, 8,1 pmol PCS e 0,3 pmol 3-IAA, que correspondem as 
concentrações 1,7 µM, 2,9 µM e 0,1 µM, respectivamente, sendo todos os valores 
abaixo dos encontrados nas amostras basais dos voluntários saudáveis. 
 
4.4 Variação entre matrizes - soro X plasma 
O método foi avaliado quanto ao desempenho em determinar os analitos 
independentemente do tipo de amostra (soro ou plasma). Os níveis basais em 4 fontes 
distintas no soro e no plasma foram isolados de uma mesma amostra de sangue, 
determinados e comparados (tabela 10 e figura 21). Os resultados mostram que não 
houve variação significativa entre as amostras de soro ou plasma.  
 
TABELA 10 – CONCENTRAÇÕES ENCONTRADAS EM VOLUNTÁRIOS SAUDÁVEIS 
 
Nota: Concentrações das 3 toxinas encontradas em amostras na condição basal de soro e plasma dos 
voluntários saudáveis. FONTE: O autor.  
 
 
Voluntário 1 Soro [uM] Plasma [uM] Voluntário 2 Soro [uM] Plasma [uM]
IS 1,84 2,03 IS 2,19 2,46
PCS 7,91 8,03 PCS 16,71 17,57
3-IAA 0,25 0,26 3-IAA 0,47 0,49
Voluntário 3 Soro [uM] Plasma [uM] Voluntário 4 Soro [uM] Plasma [uM]
IS 3,95 4,06 IS 3,55 3,58
PCS 15,75 15,88 PCS 6,23 6,19





FIGURA 21 – COMPARAÇÃO ENTRE MATRIZES SORO E PLASMA 
 
Nota: Quantificação dos 3 analitos em amostras de soro ou plasma, isolados a partir da mesma amostra 
de sangue coletado de voluntários. Estatisticamente não houve diferenças significativas entre as 
matrizes (IS p>0,06, PCS p>0,27 e 3-IAA p>0,73). FONTE: O autor.   
 
4.5. Colaborações com outros estudos 
Nós estamos colaborando com alguns grupos de estudos na análise em 
amostras soro e plasma de pacientes DRC, com diferentes tratamentos, através do 
nosso método cromatográfico. 
Até o momento, para o grupo de pesquisa do Dr. Roberto-Pecoits Filho (PUC-
PR), analisamos entre soro e plasma, 130 amostras de pacientes DRC; para o grupo 
de pesquisa da Dra. Denise Mafra (UFF), analisamos 120 amostras plasma de 
pacientes DRC e aguardam análise 51 amostras soro; para o grupo de pesquisa da 
Profª. Dra. Andrea Moreno (PUC-PR), analisamos 98 amostras soro de pacientes 
DRC. 
Para todos os grupos foi possível identificar e quantificar as 3 toxinas urêmicas 
estudadas neste trabalho. Os resultados foram entregues em concentrações µM, 







TABELA 11 – RESULTADOS REPRESENTATIVOS DE AMOSTRAS SORO E PLASMA 
(COLABORAÇÃO 1) 
 
Nota: Alguns resultados do grupo de pesquisa do Dr. Roberto Pecoits-Filho (PUC-PR). 130 amostras 
foram analisadas no total. FONTE: O autor.  
 
TABELA 12 – RESULTADOS REPRESENTATIVOS DE AMOSTRAS PLASMA (COLABORAÇÃO 2) 
 
Nota: Alguns resultados do grupo de pesquisa da Dra. Denise Mafra (UFF). 120 amostras foram 
analisadas até o momento. FONTE: O autor.  
 
TABELA 13 – RESULTADOS REPRESENTATIVOS DE AMOSTRAS SORO (COLABORAÇÃO 3) 
 
Nota: Alguns resultados do grupo de pesquisa da Profª. Dra. Andrea Moreno (PUC-PR). 98 amostras 
foram analisadas no total. FONTE: O autor.  
 
  
Nome IS [µM] pCS [µM] IAA [µM]
1 3,87           111,61      0,84           
2 76,59         213,96      1,67           
3 23,14         70,89         0,85           
4 40,26         183,88      1,83           
5 9,09           72,74         0,50           
Nome IS [µM] pCS [µM] IAA [µM]
6 11,57         233,32      1,32           
7 11,94         64,20         0,33           
8 12,07         68,40         0,71           
9 11,27         53,69         0,81           
10 7,33           29,85         0,94           
Amostras Plasma
Amostras Soro
Nome IS [µM] pCS [µM] IAA [µM]
1 44,90         203,36      0,53           
2 14,77         144,61      0,99           
3 16,38         49,05         1,05           
4 5,68           112,09      1,53           
5 14,01         173,35      2,26           
Amostras Plasma
Nome IS [µM] pCS [µM] IAA [µM]
1 9,32           144,65      0,80           
2 26,76         21,29         1,48           
3 22,79         90,19         0,47           
4 8,45           107,97      0,75           






TABELA 14 – RESULTADOS REPRESENTATIVOS DE AMOSTRAS SORO (COLABORAÇÃO 4) 
 
Nota: Alguns resultados do grupo de pesquisa da Profª. Fabíola Maniglia (USP-Ribeirão Preto/SP). 138 
amostras foram analisadas no total. FONTE: O autor.  
 
  
Nome IS [µM] pCS [µM] IAA [µM]
1 263,90 413,87 6,02
2 156,77 538,88 12,95
3 39,92 347,23 8,64
4 137,47 130,09 14,42







A busca por um método que permita estas análises é importante no atual 
estágio das pesquisas na área de toxicidade urêmica, uma vez que permitirá analisar 
os impactos de diferentes concentrações de cada toxina em inúmeros parâmetros 
(como mortalidade, doenças cardiovasculares entre outras complicações da DRC) e 
avaliar os efeitos de intervenções farmacológicas, microbiológicas e dietéticas nos 
níveis circulantes das toxinas. Estudos recentes têm conseguido fazer tais 
correlações. Lin e colaboradores (2015) apresentaram um estudo relacionando os 
elevados níveis de IS e PCS com doenças cardiovasculares e outras causas de 
mortalidade de pacientes DRC, e concluíram que ambas toxinas estão associadas 
com mortalidade de pacientes DRC, mas apenas PCS está associada com risco 
cardiovascular. Barreto e colaboradores (2010) em seu estudo associaram a 
mortalidade de pacientes ao nível elevado de IS em soro, pois além de contribuir para 
a progressão da DRC ele pode atuar como uma toxina vascular, promovendo 
calcificação aórtica e rigidez vascular. Alguns estudos apontam que níveis elevados 
de PCS livre, mas não os níveis totais de PCS circulantes, estão associados com 
maior mortalidade (LIABEUF et al., 2010). Isso demonstra a importância de incluirmos 
em nosso método também a determinação das toxinas livres. Dou e colaboradores 
(2014) em um estudo que relacionou 3-IAA com efeitos cardiovasculares, mostraram 
que a mortalidade foi significativamente maior devido a esses efeitos em pacientes 
DRC com níveis dessa toxina superiores a 3.73 µM.  
Em relação a determinação analítica das toxinas em fluidos do sangue, 
Boelaert e colaboradores (2013) desenvolveram um método de UPLC-MS-MS que 
permite a quantificação de sete toxinas simultaneamente em soro de pacientes com 
DRC e voluntários saudáveis, mostrando em seu estudo uma combinação de 
instrumentos para possibilitar tal metodologia; Kikuchi e colaboradores (2010) 
também realizaram uma análise de toxinas urêmicas combinando instrumentos de 
cromatografia líquida e espectrômetro de massa. Tais métodos, entretanto, requerem 
instrumentação de detecção de alto custo. Para padronizar nosso método, nós 
adaptamos os protocolos descritos por Calaf e colaboradores (2011) e Meert e 
colaboradores (2012), os quais empregam a detecção por fluorescência, que é uma 





A validação de um método é uma etapa muito importante de qualquer 
metodologia que envolva amostras biológicas, medicamentos, terapias, sendo um dos 
principais elementos em um sistema de qualidade.  A validação visa assegurar que o 
método está adequado ao que se propõe identificar e quantificar. Estudos envolvendo 
HPLC propõem diferentes validações (MEERT et al., 2012; CALAF et al., 2011) e 
nosso método foi construído com base nesses estudos e também na RDC 27/2012 
(ANVISA). Para curvas de calibração, a RDC 27/2012 traz os requisitos mínimos para 
validação, no qual as mesmas devem ser feitas na matriz de estudo (soro ou plasma) 
e a variação entre as curvas deve ser menor que 15%. Para preparo das curvas em 
matrizes biológicas (soro e plasma) utilizamos as concentrações: IS (2, 10, 20, 50, 
100, 250 e 280 µM), PCS (6, 25, 50, 100, 200, 400 e 700 µM) e 3-IAA (0,2, 1, 2, 5, 10, 
20 e 30 µM) e calculamos os valores em picomols injetados. Meert e colaboradores 
(2012) na análise de PCS e p-cresil glucoronidato obtiveram uma variação inferior a 
7,1% para ambos analitos através da análise das inclinações das curvas de 
calibração, como feito em nosso estudo. Para todas as toxinas a nossa variação foi 
menor que 2% para soro e menor que 7,1% para plasma, dados estes apresentados 
na tabela de variação da inclinação das curvas de calibração (tabela 8). Todas as 
curvas de calibração utilizadas apresentaram um coeficiente de correlação (R2) 
superior a 0,99.  
Za’abi et al e colaboradores (2012) avaliaram a seletividade do método 
comparando cromatogramas de controle de plasma em branco de diversas fontes e 
plasma enriquecido com IS (spikes). Nossos resultados foram obtidos da mesma 
forma, mas com spikes individuais das 3 toxinas estudadas. Nesta etapa da validação, 
nosso método se mostrou eficaz na separação e identificação dos analitos, 
independente da matriz testada. Com os spikes confirmamos a identidade dos 
analitos.  
A precisão de um método reflete parâmetros de repetibilidade (análise usando 
o mesmo método para a mesma amostra no mesmo laboratório) e reprodutibilidade 
(análise usando o mesmo método para a mesma amostra em laboratório, 
equipamento e operador diferentes (CHASIN et al, 1998), sendo que a precisão 
intraday aponta possíveis variações do instrumento durante o dia de injeções de 
amostras, devendo ser determinada no mesmo dia, enquanto que a precisão interday 





colaboradores (2013) durante a validação do método utilizado no estudo publicado, 
obtiveram as precisões intraday e interday inferior a 15%; Calaf e colaboradores 
(2011) obtiveram as precisões intraday inferior a 7% e interday inferior a 4%; Za’abi e 
colaboradores (2012), obtiveram as variações das precisões intraday e interday 
inferior a 15%. A RDC nº 27/2012 no seu artigo 27 recomenda que essa variação seja 
inferior a 15%. Nós fizemos a precisão intraday e interday e para ambas obtivemos 
uma variação inferior a 5%, o que nos mostra que nosso instrumento respondeu ao 
método com estabilidade e o operador estava bem treinado para seu trabalho. O teste 
de recuperação avalia a eficiência do método durante o processamento da amostra. 
Nestas análises obtivemos recuperação das amostras com variação inferior a 13%, 
porém esta etapa não tem recomendação pela RDC 27/2012, mas Calaf e 
colaboradores (2011) obtiveram recuperação com variação inferior a 10% para 
concentrações normais e urêmicas; Meert e colaboradores (2012) obtiveram variação 
inferior a 6%; Za’abi e colaboradores (2012), obtiveram variação da recuperação 
inferior a 20%.  
A estabilidade das amostras pré-processamento visa determinar se as 
amostras armazenadas em freezer -80°C não sofrem alterações durante determinado 
período. Este ensaio foi realizado em soro e plasma, em amostras armazenadas 
durante 6 meses após coleta, e estas não apresentaram grandes diferenças em 
relação às áreas dos analitos estudados. A estabilidade pós-processamento 
determina se as concentrações dos analitos permanecem inalterados após estocagem 
das amostras processadas. Este ensaio foi realizado em soro e plasma. As amostras 
de soro processadas permaneceram pelo menos 2,5 meses em temperatura -20°C e 
foram injetadas em 3 intervalos de aproximadamente 1 mês, e as amostras de plasma 
processadas permaneceram pelo menos 5 meses em temperatura -20°C e também 
foram injetadas em 3 intervalos de tempo de aproximadamente 1,5 meses. As toxinas 
presentes nas amostras de soro não apresentaram alterações importantes, porém as 
amostras de plasma tiveram uma diminuição das áreas das toxinas após 5 meses de 
armazenamento, o que nos mostra que houve alguma degradação durante o tempo 
de armazenamento e que com segurança podemos analisar amostras processadas 
em até 2,5 meses.  
Quanto as determinações realizadas em amostras biológicas, conseguimos 





sem DRC apresentaram valores semelhantes para IS e PCS com os descritos na 
literatura, apenas 3-IAA apresentou valores abaixo da faixa descrita por Vanholder e 
colaboradores (2012) e Boelaert e colaboradores (2013). Não sabemos ainda a causa 
desta diferença no momento. Há a possibilidade de haver diferença na microbiota das 
populações brasileiras com as europeias e japonesas, levando a uma diferente 
metabolização de triptofano. Em um trabalho de nosso grupo, determinamos níveis de 
cisteína plasmática mais altos que de outros estudos em populações norte-
americanas (RODRIGUES et al., 2012). Atribuímos esta diferença a uma provável 
diferença na dieta. Entretanto, mais importante foi a demonstração de que os níveis 
determinados em amostras de soro ou plasma do mesmo individuo apresentam 
valores muito semelhantes, o que nos mostra que o nosso método é adequado para 
as 2 matrizes de amostras.  
Portanto, nossos dados demonstram que o método aqui descrito está 
adequado para análise das concentrações totais (somatório de toxinas livres e 
conjugadas) de IS, PCS e 3-IAA em amostras de soro e plasma, de pessoas saudáveis 
e de pacientes DRC. Alguns parâmetros ainda serão incluídos em nossa validação 
como o efeito de diferentes agentes anticoagulantes.  
O outro método aqui estabelecido foi a determinação dos níveis intracelulares 
de IS, em células em cultura. Este método foi desenvolvido para avaliar a incorporação 
de IS em células e correlacionar os diferentes níveis de toxina com perda de 
viabilidade e interferência em vias de sinalização. Nossos dados mostraram que 
células mesangiais incorporaram em tempo relativamente curto (60 minutos) o IS do 
meio de cultura, e que esta incorporação foi dependente dos transportadores de 
ânions orgânicos. Este resultado está de acordo com os dados apresentados por 
Miyamoto e colaboradores (2011), que realizou o estudo com PCS em células HK-2, 
e com Watanabe e colaboradores (2013), com o estudo com PCS em células HEK-
293, ambos utilizando o mesmo inibidor e ambos analisando a toxina pelo método de 
HPLC com detecção por fluorescência. Entretanto, a alta concentração de inibidor 
necessária para inibir o transportador pode sugerir que outra proteína não inibível por 
probenecid também realize este transporte.  Neste contexto, embora tenhamos 
utilizado como modelo a célula mesangial, padronizamos um método de análise de IS 








Estabelecemos um método baseado em HPLC para identificação e 
quantificação dos níveis totais (livre e conjugado) de 3 toxinas urêmicas de grande 
relevância clínica: indoxil sulfato, p-cresilsulfato e ácido indol-3 acético. 
Estabelecemos um método baseado em HPLC para análise da incorporação 
de indoxil sulfato em células mesangiais. 
Estabelecemos colaborações com outros grupos de pesquisas em toxicidade 
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APÊNDICE 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido 
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